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(57) Abstract 

Nucleic acid sequence for a "hammerhead" ribozyme against the insulin receptor substrate (IRS-1), and selected from the following: 
(a) 5 • -TCG ATGTG AC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACAAACTC TGGCCTAG-3', (b) fragments of (a) with at least 21 bases; 
and (c) nucleic acid sequences which hybridise under stringent conditions with (a) or (b), for use as a therapeutically active substance. 
Pharmaceutical compositions containing said sequence and the use thereof for treating tumours; alopecia, angiogenesis or baldness are also 
described. 



(57) Abrege* 

La presente invention conceme une sequence d'acide nucteique codant pour un ribozyme '"hammerhead" dirige* contre le substrat du 
recepteur de Kinsuline (IRS-1) et choisie parmi: (a) 5' -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCCTAG- 
3*; (b) les fragments de (a) qui component au moins 21 bases; et (c) les sequences d'acide nuclelque qui hybrident dans des conditions 
strictes avec (a) ou (b), pour son utilisation comme substance therapeutiquement active. L'invention conceme €galement les compositions 
pharmaceutiques contenant ladite sequence, et leur utilisation pour le traitement de tumeurs, de Talopecie, de Tangiogdnese ou de la calvitie. 



UNIQUEMENT A TITRE D'INF ORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes intemationales en vertu du PCT. 



AT 


Annette 


GB 


Royaume-Uni 


MW 


Malawi 


AT 


Autriche 


GE 


Gcorgie 


MX 


Mexique 


AU 


Australic 


GN 


Guinee 


NE 


Niger 


BB 


Barbade 


GR 


Grece 


NL 


Pays-Bas 


BE 


Bclgique 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvege 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irlande 


NZ 


Nouvelle-Zdlande 


BG 


Bulgarie 


IT 


Italic 


PL 


Pologne 


BJ 


Benin 


JP 


Japon 


PT 


Portugal 


BR 


Br^il 


KE 


Kenya 


RO 


Roumantc 


BY 


Bllarus 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Federation de Rusaie 


CA 


Canada 


KP 


Republique populaire demccratique 


SD 


Soudan 


CF 


Republique ccntrafricainc 




de Coree 


SE 


Suede 


CG 


Congo 


KR 


Republique de Coree 


SG 


Slngapour 


CH 


Suisse 


KZ 


Kazakhstan 


SI 


Slovenie 


a 


COte d'lvoire 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Slovaquie 


CM 


Cameroun 


LK 


Sri Lanka 


SN 


SenCgal 


GN 


Chine 


LR 


Liberia 


SZ 


Swaziland 


CS 


Tchecoslovaquie 


LT 


Lituanie 


TD 


Tchad 


CZ 


Republique tcheque 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


DE 


Alleroagne 


LV 


Lettonie 


TJ 


Tadjikistan 


DK 


Dan em art 


MC 


Monaco 


TT 


Trinne-et-Tobago 


EE 


Estonie 


MD 


Republique de Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagne 


MG 


Madagascar 


UG 


Ouganda 


n 


Fmlande 


ML 


Mali 


US 


Etats-Uois d'Araenque 


FR 


France 


MN 


Mongolie 


uz 


OuzbeTdstan 


GA 


Gabon 


MR 


Mauritanie 


VN 


Viet Nam 



WO 96/35791 



PCT/FR96/00691 



SEQUENCE D'ADN CODANT POUR UN RIBOZYME A TITRE DE MEDICAMENT, ET COMPOSITIONS 
PHARMACEUTIQUES LA CONTENANT 

La pi&ente invention conccme le domaine mddical. Plus particuliferement, 
rinvcntion concerne une sequence d'acide nucl&que comme substance 
5 therapeutiquement active. L'invention concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant ladite sequence. 

L'adhesion des cellules sur les composants de la matrice extracellulaire est un point 
central dans la biologie du vivant. En pathologie humaine, et specialement dans le 
domaine du cancer, ce phenomfcne tient un rdle crucial dans le developpement de 

10 la maladie. II est en effet impliqu6 dans la migration des cellules cancfreuses, dans 
le phenomene ^invasion ainsi que dans la colonisation m&astatique a distance. 
Des travaux concemant Interaction cellule-matrice extracellulaire ont d'abord 
permis de mettre en Evidence une inhibition de Tactivite phosphatasique 
membranaire des cellules de melanome malin humain apres interaction de ces 

15 cellules avec des sequences specifiques de la matrice extracellulaire, telle que les 
sequences RGDS (sequence Arg-Gly-Asp-Ser, presente dans le collagene, la 
fibronectine, la vitronectine, la thrombospondine, etc..) et YIGSR (sequence Tyr- 
De-Gly-Ser-Ar presente dans la laminine) (J. Invest. Dermatol., 1994, 1Q2> 
N*619, 627 ; J. Cellul. Biochem., 1994, lfiQ, QZ 300, 89 ; J. Clin. Experim. 

20 Metast., 1994, 12, N*95, 37). 

Des travaux ulterieurs ont montre que cette inhibition survient dans le cadre d'une 
operation de signalisation cellulaire impliquant une proteine tyrosine kinase. En 
utilisant des inhibiteurs de cette famille d'enzymes, il est possible, en effet, de 
supprimer Teffet inhibiteur de la sequence RGDS ou de la sequence YIGSR vis-&- 

25 vis de l f activit£ phosphatasique des cellules de melanome humain (J. Clin. 
Experim. Metast., 1994, 12, W134, 50-51). 

La phosphatase irapliqu6e lors de la reaction s ! est r6v61ee etre de type 
Serine/Threonine proteine phosphatase. Son poids moldculaire est de 190 kDa. 
L'inhibition de cette enzyme resulte d'une phosphorylation au niveau de la 
30 tyrosine. 

Cette proteine est d6ja connue en tant que substrat du recepteur h Tinsuline 
(denomme IRS-1). Elle a 6t6, en effet, partiellement reper£e et etudiee par certains 
auteurs travaillant sur le diabfcte (Quon et al., J. Biol. Chem. (1994), 269 (45), 
27920-27924). 

35 Ces auteurs ont 6tudi6 le rdle de l'IRS-1 sur (i) la translocation du GLUT 4 
stimulee par l'insuline et (ii) le transport du glucose, dans des cellules adipeuses de 
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rat. Pour ce faire, ils ont construit un ptasmide contcnant un oligonucleotide 
bicatgnaire, obtenu a partir de l'oligonucleotide sens 5 1 -TCGATGTGAC OCTACTQATG 
ACTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCCTAG- 3', et l'ADNc codant pour 1TRS-1 
humain, et ont transfectl des cellules adipeuses de rat par ce plasmide. 
5 On a maintenant mis en Evidence le fait que cette prot&ne de 190kDa est 
£galement presente au niveau des cellules tumorales. De plus, on a trouv6 de 
manure surprenante que I'oligonucteotide ci-dessus (SEQ ID N # 1) : 5'- 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCCTAG- 3' possede une 
activite anti-tumorale remarquable. 
10 La presente invention concerne done une sequence d'acide nucleique choisie 
parmi : 

(a) 5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCCTAG- 3' 
(SEQIDNM) 

(b) les fragments de (a) qui component au moins 21 bases ; et 

15 (c) les sequences decide nucteique qui hybrident dans des conditions strictes avec 
(a)ou(b), 

pour son utilisation comme substance th6rapeutiquement active. 
Avantageusement, tout ou partie des liaisons phosphodiester des sequences (a), (b) 
ou (c) sont prot£g6es. Cette protection s'effectue gdndralement par voie chimique, 
20 selon des m6thodes classiques bien connues de I'homme du metier. Par exemple, 
on peut prot6ger les liaisons phosphodiester par une fonction thiol ou amine ou 
bien encore par un groupe ph6nyle. 

De fa$on igalement avantageuse, les extremity 5'- et/ou 3- des sequences ci- 
dessus sont protegees, par exemple en utilisant la technique indiqu6e 
25 pr£c6demment pour proteger les liaisons phosphodiester. 

A titre d'exemples de sequence (b), on peut mentionner les oligonucleotides 
suivants (SEQ ID N # 2 * SEQ ID N # 21) : 

5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCC- 3 f 

5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TG- 3* 
30 5 f -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACT- 3' 

5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAA- 3' 

5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GAC- 3* 

5' -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG- 3' 

5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGT- y 
35 5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTC- 3' 

5 1 -TCGATGTGAC GCTACTGATG A- 3* 
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5 1 -ATGTGACGCT ACTGATGAGT CCGTGAGGAC GAAACTCTGG CCTAG- 3 1 
5 ' -TGACGCTACT GATGAGTCCG TGAGGACGAA ACTCTGGCCT AG- 3' 
5 ' -CGCTACTGAT GAGTCCGTGA GGACGAAACT CTGGCCTAG- 3' 
5 ' -TACTGATGAG TCCGTGAGGA CGAAACTCTG GCCTAG- 3' 
5 5 1 -TGATGAGTCC GTGAGGACGA AACTCTGGCC TAG- 3' 
5 1 -TGAGTCCGTG AGGACGAAAC TCTGGCCTAG- 3' 
5 1 -GTCCGTGAGG ACGAAACTCT GGCCTAG- 3' 
5 * -CGTGAGGACG AAACTCTGGC CTAG- 3' 
5 ' -GAGGACGAAA CTCTGGCCTA G- 3 f 
10 5 1 -TACTGATGAG TCCGTGAGGA C-3 f 
5 1 -TGATGAGTCC GTGAGGACGA A-3' 

Les sequences d'acide nucleique (a), (b) et (c) peuvent etre synth6tis£es selon les 
techniques conventionnelles bien connues de l'homme du metier, par exemple a 
l'aide d'un synthetiseur d'ADN commercialise par la Societe Biosearch Inc., USA. 

15 Les sequences d'acide nucleique selon l'invention bloquent la multiplication des 
cellules, notamment des cellules tumorales in vivo. Bien que leur mecanisme 
d'action ne soit pas entierement eiucide, on pense qu'elles inhibent Tadhesion des 
cellules canc6reuses a la matrice extracellulaire. Dans la mesure oil on a mis en 
Evidence que la sequence d'acide nucldique (a) est un oligonucleotide antisens 

20 dirigg contre le gene de la proteine de 190 kDa mentionnee ci-dessus, on peut 
alors emettre 1'hypothfese selon laquelle la proteine 190 kDa represente le carrefour 
ou se rejoignent les voies de signalisation dependantes des integrines (proteines 
membranaires responsables de l'adhgsion des cellules sur la matrice extracellulaire) 
et celles impliquant la r^ponse aux hormones et facteurs de croissance. 

25 Les sequences d'acide nucleique selon l'invention sont done indiqu^es comme 
agent anti-multiplication cellulaire, en paiticulier comme agent anti-tumoral. 
EUes sont 6galement indiqu^es comme agent anti-angiog6n&se. 
L'invention conceme par consequent egalement une m6thode pour inhiber la 
multiplication des cellules tumorales, notamment des cellules de mclanome 

30 humain, qui consiste & administrer aux patients qui en ont besoin une quantity 
efficace de la sequence d'acide nucleique (a), (b) ou (c). 

L'invention conceme aussi une m£thode de traitement du cancer, en particulier des 
mfilanoraes, qui consiste a administrer aux patients qui en ont besoin une quantite 
efficace de la sequence d'acide nucleique (a), (b) ou (c). 
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On a par ailleurs constate la repousse des poils chez des souris nude trait£es avec 
les sequences d'acides nucldiques selon l'invention. Celles-ci sont done 6galement 
indiquees dans le traitement de la calvitie et de l'alop6cie. 
L'invention concerne done aussi une mdthode de traitement de l'alopecie qui 
5 consiste a administrer aux patients qui en ont besoin une quantity efficace de la 
sequence d'acide nucl6ique (a), (b) ou (c). 

Selon un autre aspect, l'invention concerne aussi un outil de laboratoire constitue 
par une sequence d'acide nucteique telle que dlfinie ci-dessus, notamment pour 
l'&ude in vitro des voies de signalisation impliquant la proteine 190 kDa (par 

10 exemple sur des cellules, tumorales ou non, transferees par une des sequences (a), 
(b) ou (c)), mais egalement pour I'etude in vivo des voies de signalisation 
impliquant la proline 190 kDa dans un grand nombre de phSnomenes 
pbysiologiques et pathologiques (tels que la canc£rogenese), essentiellement k 
partir du rapport kinase/phosphatase. 

15 Les sequences d'acide nucleique selon l'invention sont notamment des principes 
actifs de compositions pharmaceutiques, dont la toxicity est compatible avec leur 
utilisation en tant que medicaments. 

Ainsi, selon un autre aspect, la presente invention conceme des compositions 
pharmaceutiques contenant, en tant que principe actif, une sequence d'acide 
20 nucl£ique telle que definie pr6c6demment, mdlangee avec tout excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 

Les compositions ci-dessus sont plus particulierement realis6es de mantere a 
pouvoir etre administr6es par voie sous-cutanee, intramusculaire, intraveineuse ou 
transdermique. Pour une telle administration, on utilise notamment des 
25 suspensions aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des solutions steriles et 
injectables qui contiennent des agents de dispersion et/ou des agents mouillants 
pharmacologiquement compatibles, par exemple le propyleneglycol ou le 
butylfcneglycol. 

La dose unitaire usuelle a administrer contient g6n£ralement de 0,01 mg a 50 mg 
30 de principe actif. 

L'invention est illustnSe par les exemples ci-apres, dans lesquels on d6signe par 
"oligonucleotide" ou "oligonucleotide (a)" la sequence d'acide nucleique (a). 
Exemple 1 : mise en Evidence de la prot6ine 190 kDa dans les cellules tumorales 
humaines 

35 La proline 190 kDa a 6t6 mise en evidence de la manifcre suivante : 
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Des cellules issues de m6ianome humain, pr6par6es selon la methode decrite dans 
J. Inv, Dermatol., 1991, 2£, N*2, 238-242, sont mises en suspension dans un 
tampon phosphate (PBS) contenant 200 /*g/ml soit de RGDS, soit de YIGSR, & 
raison de 2 x40 7 cellules/ml. Cette suspension cellulaire est ensuite incubee h 
5 temperature ambiante pendant 30 min. Apres cette incubation, les cellules sont 
r6cup£r6es par centrifugation a 1000 g pendant 10 min. et sont mises en suspension 
dans un tampon de lyse cellulaire contenant de l'orthovanadate de sodium. Cette 
solution est ensuite clarifiee par centrifugation h 14 000 g pendant IS min. Le 
surnageant ainsi obtenu est utilise pour extraire les proteines phosphoryl£es au 

10 niveau de la tyrosine. Cette extraction est realisee apres une immunopr6cipitation h 
l'aide d ! un anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine (Sigma). Apres addition de 
1'anticorps anti-phosphotyrosine, le surnageant est incube pendant 2 h a 
temperature ambiante puis centrifuge a 14 000 g pendant 15 min. Le precipite 
obtenu est repris avec une solution d'eiectrophorese contenant 2 % SDS et 15 mM 

15 de dithiothr&tol, chauffe a 100* C pendant 5 min. puis depose en gel de 
polyacrylamide (gradient de 4 a 15 % en acrylamide) dans des conditions 
d6naturantes (en pr6sente de 2 % SDS). Aprfcs migration et revelation du gel par le 
nitrate d'argent, on constate la presence d ! une proteine de poids moleculaire 
190 kDa dans les preparations issues des cellules de melanome traitles avec le 

20 RGDS ou traitees avec le YIGSR ; cette protline est absente de la preparation issue 
des cellules de melanome incub£es seulement dans du PBS. 
Exemple 2 : Evaluation de Tactivite in vitro de l'oligonucleotide (a) 
Des cellules de melanome humain (cf. exemple 1) sont transferees par 
l'oligonucleotide. 

25 La transfection est r£alis£e de la fagon suivante : les cellules de melanome humain 
sont mises en suspension dans une solution d'oligonucldotide dans le PBS a raison 
de 100 fig d'oligonucleotide/ml de PBS. La suspension est alors incub^e a 
temperature ambiante pendant 2 heures. Apr&s incubation, les cellules sont 
r£cuper£es par centrifugation a 1000 g pendant 10 minutes. 

30 On a ensuite teste Teffet de la transfection par Toligonucieotide des cellules de 
melanome humain sur Tadhesion de ces cellules a une matrice extracellulaire : le 
Matrigel (commercialise par la Soci6te Becton Dickinson), dans les conditions 
suivantes : 

A paitir d'une solution de Matrigel (10 mg/ml) dans le PBS, des echantillons ont 
35 ete places dans une plaque de microtitration h 96 puits a raison de 50 /d/puits. La 
plaque est incubee h 37* C pendant 2 h puis lavee trois fois avec un tampon 
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phosphate (PBS) pour £liminer le produit non adsorb^. Lcs cellules de melanome 
(transferees par l f oligonucl6otide pour les tests, ou non transferees pour les 
controles) qui se trouvent en suspension dans du tampon phosphate (PBS) k raison 
de 10 6 cellules/ml, ont ete distribuees a raison de 50 /d/puits. Apres elimination 
5 des cellules non adhlrentes par trois lavages au tampon phosphate (PBS), la 
density optique obtenue pour les puits contenant des cellules transfect6es par 
l'oligonucleotide est comparee avec celle obtenue pour les puits contenant des 
cellules non transfectdes. 

A la lecture des resultats, il apparaft alors que la transfection des cellules de 
10 melanome humain par roligonucteotide inhibe l'adh6sion de ces cellules sur le 
Mat ri gel. 

Lorsque Ton tente de cultiver les cellules de melanome humain aprfcs transfection 
par 1'oligonucleotide on observe une inhibition de la multiplication de ces cellules. 
Exemple 3 : Evaluation de I'activite in vivo de Toligonuclfetide (a) 

15 Cinq lots de souris nude ont ete utilises. II y avait 5 souris par lot. 

Lot N* 1 : Cfe lot a servi de tembin. Chaque souris est inocutee en sous-cutan6 k JO 
avec 200 fA d'une suspension de cellules de mdlanome B16 (fournies par Tlnstitut 
Gustave Roussy de Villejuif) dispeisees dans du PBS a raison de 10^ cellules/ml. 
Ces souris ne sont pas traitdes par la suite. 

20 Lot N* 2 : Chaque souris est inocuide en sous-cutanee a JO avec 200 fA d'une 
suspension de cellules de mdlanome B16 dispersees dans le PBS k raison de 10 6 
cellules/ml. 

A Jl, J2 et J3 chaque souris re$oit une injection sous-cutan6e de 200 fA d'une 
solution ^oligonucleotide diluee dans le PBS a raison de 500 ^g/ml. Uinjection 

25 ^oligonucleotide est effectuee a proximite du site d'injection des cellules. 

Lot N* 3 : Les cellules de melanome B16 utilisees pour inoculer les souris de ce lot 
ont 6t6 auparavant transferees par 1'oligonucleotide. Pour que s'opere la 
transfection, les cellules de melanome B16 ont ete suspendues dans une solution 
d'oligonucl6otide dilue dans le PBS a raison de 500 fig/ml pendant 2 heures a 

30 temperature ambiante. Apres cette incubation chaque souris est inoculee a JO avec 
200 fA de cette suspension de cellules transferees dans le PBS k raison de 10*> 
cellules/ml. 

Lot N* 4 : Les cellules de melanome B16 utilisees pour inoculer les souris de ce lot 
ont 6t6, elles aussi, prealablement transfectees par roligonucl6otide. Pour que 
35 s'opfere la transfection, les cellules de melanome B16 ont 6t6 suspendues dans une 
solution ^oligonucleotide dilud dans le PBS a raison de 500 fig/ml pendant 2 



WO 96/35791 



PCT/FR96/00691 



7 

heures & temperature ambiante. Apres cette incubation, chaque souris est inoculde 
a JO avec 200 /A de cette suspension de cellules transferees dans le PBS, h raison 
de 10 6 cellules/ml. A Jl, J2 et J3 chaque souris re§oit une injection de 200 fi\ d'une 
solution d'oligonucieotide dans le PBS a raison de 500 /ig/ml. L'injection est 
5 effectu^e selon les memes modalites que pour le lot N* 2. 

Lot N* 5 : Les souris de ce lot ne sont pas inocuiees avec les cellules de melanome 
B16. Cependant, chacune de ces souris re§oit une injection de 200 fA d'une 
solution d'oligonucieotide dans le PBS a raison de 500 /*g/ml ; les injections sont 
faitesaJl,J2et J3, 

10 Les resultats sont les suivants : 

Aprfcs inoculation, chez les souris du lot N* 1, la masse tumorale se developpe 
d'une fagon tres rapide. En effet, la masse tumorale atteint une taille de 1,6 a 2,5 
cm de diamfctre aprfcs dix jours chez les souris du lot N* 1 (souris non traitees). 
L'evolution de la masse tumorale chez les souris du lot N* 2 (souris traitees apres 

15 inoculation par injections ^oligonucleotide a Jl, J2 et J3), comme chez les souris 
de lot N* 3 (souris inocuiees avec des cellules de melanome B16 pr£alablement 
transferees par l'oligonucleotide) montre une moindre augmentation nette du 
volume de la masse tumorale. La masse tumorale chez les souris des lots 2 et 3 ne 
dlpasse pas 1 cm de diamfetre au dixifcme jour. Au quatorzieme jour, la difference 

20 entre les souris des lots N* 2 et 3 d'une part, et les souris du lot NT 1 d'autre part, est 
remarquable. 

Chez les souris du lot N* 4, on remarque qu'il n'y a pratiquement pas devolution de 
la masse tumorale jusqu'au quatorzieme jour apres l'inoculation des souris par les 
cellules de melanome B16. Apres cette plriode, chez certaines souris la masse 
25 tumorale commence a se developper alors que chez d'autres le developpement de 
la masse tumorale n'est perceptible qu'au 40-42&me jour. 

Chez les souris du lot N* 5 (souris n'ayant pas regu de cellules de m£lanome B16, 
mais traitees par injections d'oligonucteotide pendant trois jours) on note un effet 
g£n£ral inattendu sur la peau. U est identique a celui note chez toutes les souris qui 
30 ont 6X6 traitees par l'oligonucleotide (lots 2 et 4). La peau prend un aspect vieilli, 
fripe. On note aussi l'apparition de poils chez toutes les souris traitees. 
II existe un paralieiisme au cours de revolution entre la regression des signes 
cutanes et la reprise de la croissance tumorale. 

On constate done que la sequence d'acide nucieique (a) selon l'invention inhibe la 
35 multiplication des cellules de melanome humain in vitro ; elle poss&de d'autre part 
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une activite anti-tumorale in vivo remarquable et permet meme la repousse des 
poils chez la souris nude. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: SANOFI 

(B) RUE: 32/3 i » Rue Marbeuf 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75008 

(G) TELEPHONE: (1) 53 77 40 00 

(H) TELECOPIE: (1) 53 77 42 16 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Sequence d'ADN A titre de medicament et 
compositions pharmaceutigues en con tenant 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 21 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOQICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 95 05468 

(B) DATE DE DEPOT: 09-MAY-1995 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCCTAG J 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: k2 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfcaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: k\ 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACT 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 pal res de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 
(8) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GAC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
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TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGT 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
TCGATGTGAC GCTACTGATG A 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: *»5 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
ATGTGACGCT ACTGATGAGT CCGTGAGGAC GAAACTCTGG CCTAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
TGACGCTACT GATGAGTCCG TGAGGACGAA ACTCTGGCCT AG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CGCTACTGAT GAGTCCGTGA GQACGAAACT CTGGCCTAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: lk: 
TACTGATGAG TCCGTGAGGA CGAAACTCTG GCCTAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
TGATGAGTCC GTGAGGACGA AACTCTGGCC TAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
TGAGTCCGTG AGGACGAAAC TCTGGCCTAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 palres de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
GTCCGTGAGG ACGAAACTCT GGCCTAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2k paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
CGTGAGGACG AAACTCTGGC CTAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(il) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
GAGGACGAAA CTCTGGCCTA G 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
TACTGATGAG TCCGTGAGGA C 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
TGATGAGTCC GTGAGGACGA A 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence d'acide nucteique choisie parmi : 

(a) 5 ' -TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC TGGCCTAG- 3' 
5 (b) les fragments dc (a) qui component au moins 21 bases ; et 

(c) les sequences d'acide nucleique qui hybrident dans des conditions striates avec 
(a)ou(b), 

pour son utilisation comme substance thlrapeutiquement active. 

10 2. Sequence d'acide nucleique selon la revendication 1, dans laquelle tout ou partie 
des liaisons phosphodiester sont protegees. 

3. Sequence d'acide nucleique selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle 
l'extremitfi 5'- et/ou 3'- est prot6g£e. 

15 

4. Agent anti-multiplication cellulaire, contenant a titre de principe actif la 
sequence d'acide nucleique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

5. Agent anti-tumoral, contenant a titre de principe actif la sequence d'acide 
20 nucleique selon Tune quelconque des revendications 113. 

6. Agent anti-angiogenese, contenant a titre de principe actif la sequence d'acide 
nucllique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

25 7. Agent pour le traitement de la calvitie ou de l'alopecie, contenant a titre de 
principe actif la sequence d'acide nucl6ique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3. 

8. Composition phaimaceutique contenant, h titre de principe actif, la sequence 
30 d'acide nucleique selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, m61angee avec 
au moins un excipient pharmaceutiquement acceptable. 



9. Outil de laboratoire constitu6 par la sequence d'acide nucl&que selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 3. 
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